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Bevezetés
Az Aujeszky-féle vírus (AyV) vagy más néven sertés herpeszvírus-
1  (SHV-1)  nevét  felfedezőjéről,  Aujeszky  Aladár  magyar 
állatorvosról kapta, aki 1902-ban izolálta és írta le a kórokozót. 
Az AyV az Alphaherpesvirinae alcsaládba tartozó nagy, duplaszálú 
DNS  genomú  vírus,  mely  hasonló  génelrendeződést  és  nagyfokú 
szekvencia homológiát mutat géntermékeiben a család más tagjaival, 
mint  például  a  humán  herpeszvírus  1  és  2  (HSV-1/2)  vagy  a 
varicella-zoster vírus (VZV). 
Nem humánpatogén, valamint könnyen kezelhető volta miatt kiváló 
modellorganimussá vált,  melynek  segítségével  az  alcsalád  többi 
tagjának megismerése is lehetőség nyílt. 
A vírus életciklusából adódóan látens vagy produktív infekciót képes 
okozni.  Lítikus  infekció  esetén  a  vírus  gének  kaszkád-szerűen 
íródnak le,  először  az  azonnali  korai  (immediate  early-IE)  gének, 
melyek szabályozó funkciót látnak el, és beindítják a következő ún. 
korai  (early-E)  gének  transzkipcióját,  melyek  a  DNS  szintézisért 
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felelősek. A harmadik, időben legkésőbb leíródó gének a kései (late- 
L)  gének,  melyek  a  vírus  szerkezeti  elemeit  kódolják.  Az  AyV 
szabályozó szerepet betöltő génjeinek mutációja, valamint a fertőző 
vírus mennyiségének a fent említett génkaszkádra vonatkozó hatását 
eddig nem ismertük.
A SHV-1 látens állapotában egyetlen transzkriptum mutatható ki, a 
Latency  Assosiated  Transkript  (LAT),  mely  egy  az  ep0  génről 
leíródó mRNS-el komplementer, szabályozó szerepű ún. antiszensz 
RNS.  Ezen  transzkriptumok  leíródása  azonban  a  vírus  bizonyos 
génjeinek  mutációja,  illetve  az  alkalmazott  vírusmennyiség 
függvényében változik.  
Munkánk  folyamán  kvantitatív  Real-Time  RT-PCR  technikát 
alkalmaztunk,  mellyel  lehetőségünk  nyílt  kis  kópiaszámban  jelen 
lévő RNS molekulák detektálására is. 
Az  AyV  rendelkezik  azon  tulajdonsággal,  hogy  a  szinaptikus 
kapcsolatban  lévő  idegsejteket  képes  megfertőzni,  ezért  az  utóbbi 
években  a  legnépszerűbb  neuronális  nyomjelzővé  vált.  Genomja 
nagyméretű  DNS  fragmentek  befogadására  és  különböző 
sejtvonalakba  juttatására  képes,  valamint  különböző  fluoreszcens 
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proteinek beépítésével a vírus funkcionálisan kapcsolt neuronok in 
vivo és in vitro jelölésére vált alkalmassá. 
Célkitűzés:
1.  Az AyV gének expressziójának vizsgálata  különböző kísérletes 
körülmények alkalmazásával:
-  AyV antiszensz RNS-ek kinetikájának összehasonlítása kezeletlen 
mintákban, valamint fehérjeszintézis (cikloheximidin; CHX) és DNS 
replikáció  gátlóval  (foszfonoecetsav;  PAA)  kezelt  PK-15  sejtek 
esetén
- A fertőzéskor alkalmazott vírusmennyiség hatásának vizsgálata a 
gének expressziójára
-  vhs és  ep0 gének  deléciós  mutánsainak  hatása  a  gének 
transzkripciójára
2. Rekombináns vírus törzsek készítése, melyek 
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-  különböző  érési  idővel  rendelkező  fluoreszcens  proteint,  illetve 
aktivitás  szenzort  fejeznek ki,  és  segítségükkel  különböző eredetű 
idegsejteken,  szívizomsejteken  végzett  funkcionális  vizsgálatok 
időtartama megállapítható
Módszerek
Vírusok,  sejtek  szaporítása:  Az  AyV  két  törzsét,  a  vad  típusú 
Kaplan  (Ka)  és  az  attenuált  Bartha  (Ba)  törzseket,  valamint  ezek 
deléciós  mutánsait  használtuk.  A  vírusokat  sertésvese  (PK-15) 
sejtvonalon tartottuk fenn. A PK-15 sejteket DMEM tápoldatban, a 
kutya  szívizomsejteket  M199  tápoldatban  (melyet  kiegészítettünk 
kreatinnal,  karnitinnel,  taurinnal  és  inzulinnal)  37°C-n,  5%  CO2 
termosztátban tartottuk fenn. 
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A génexpressziós vizsgálat: Az AyV gének transzkripciós analízisét 
reverz  transzkripciót  követően  Real-Time  PCR  technikával 
vizsgáltuk.  A  reverz  transzkripcióhoz  gén-  és  szál-specifikus 
primereket  alkalmaztunk.  A reakcióhoz SuperScriptIII  (Invitrogen) 
enzimet használtunk. A Real-Time PCR reakciókat Rotor-Gene 6000 
(Corbett) készülékkel végeztük. A kétszálú cDNS-eket SYBRGreen 
(Thermo  Scientific)  interkalálódó  festékkel  mutattuk  ki.  Adataink 
kiértékeléséhez  a relatív  expressziós  arányt (R;  relatív  kópiaszám) 
használtuk,  mely  révén  megállapíthattuk  a  gének  expressziós 
kinetikáját.  A gének expressziós dinamikájának összehasonlítását a 
Pearson-féle korrelációs koefficiens számításával. 
Rekombináns „targeting” plazmidok előállítása:  Adott plazmid, 
meghatározott  virális  DNS szekvenciát  tartalmazó régiójába (mely 
határoló szekvenciaként szolgál) riporter fehérjét kódoló marker gént 
ültettünk be. 
Rekombináns  vírusok  előállítása:  A  különböző  fluoreszcens 
proteineket, aktivitás markereket expresszáló vírusokat a Ka-, vagy 
Ba  vírustörzsek  és  rekombináns  „targeting”  plazmidok  közötti 
homológ  rekombinációval  valósítottuk  meg.  A  rekombináns 
vírusokat a riporter gén kifejeződése alapján szelektáltuk. 
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Eredmények és diszkusszió
Az AyV gének expressziójának vizsgálata
Eredményeinket  PAA és  CHX kezelt,  valamint  kezeletlen  minták 
Real-Time  RT-PCR  vizsgálatával  megállapítottuk,  hogy  az  AyV 
egyetlen  IE  génje  az  IE180  gén,  mely  cikloheximidin  kezelést 
követően  magas  expressziós  szintet  mutatott,  mely  a  saját 
transzkripciójának gátlásáért is felelős IE180 protein gátló hatásának 
hiánya miatt jött létre. A PAA kezelés alapján elmondható, hogy az 
egyes  kinetikai  osztályokba  tartozó  gének közé  nem húzható  éles 
határvonal,  a  kinetikai  csoportok  egy  folyamatos  átmenetet 
képeznek. Az AST és LAT antiszensz RNS-ekről megállapítottuk, 
hogy nem lehet kinetikai hovatartozásukat egyedül a PAA és CHX 
kezelés  alapján  megállapítani,  mert  egyedi  expressziós  kinetikát 
mutattak  a  vizsgálatok  során,  ami  azt  valószínűsíti,  hogy  más 
szabályozás  is  hat  rájuk.   Alacsony  (0,1  MOI-  multiplicity  of 
infection)  és  magas  (10  MOI)  vírustiterrel  való  fertőzés  hatását 
vizsgáltuk  37  génre. Megállapítottuk,  hogy  a  gének  többsége  az 
infekció kezdeti  fázisában alacsonyabb szinten fejeződtek ki  a kis 
titer  fertőzéskor,  mint  a  nagy  titer  esetén,  ez  a  trend  6  órával  a 
fertőzést követően több mint a gének felénél megfordult. 
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Kimutattuk, hogy a nagy titer fertőzéskor számos gén transzkripciója 
4 és 6 óra között visszaesik, mely alacsony titer esetén csak egyetlen, 
az us3 gén esetében volt megfigyelhető. Megfigyeltük, hogy magas 
titer  fertőzéskor  az  IE180  gén  antiszensz  párja,  az  AST 
transzkriptum  mennyisége  nagymértékben  visszaesik.  Ez  az 
eredmény  rámutat  arra  a  szabályozó mechanizmusra,  hogy magas 
titer  fertőzéskor  a  vírus  lítikus  ciklusba  kezd,  míg  alacsony  titer 
fertőzést  követően a  vírus  dönt  arról,  hogy látens  vagy produktív 
cikusba lépje e be. 
A  génexpressziós  analízist  ul41  (virion  host  shutoff;  vhs;  az 
endoribonukleáz aktivitású fehérjét kódolja) mutáns vírustörzsön is 
elvégeztük. Eredményeink azt mutatják, hogy az ul41 gén a korai (E) 
génekre,  ezen  belül  is  az  ep0 génre  van  hatással,  a  VHS fehérje 
hiányában ezen gének transzkripciós szintje megemelkedett.  Ez az 
eredmény arra utal,  hogy a VHS fehérje csökkenti az EP0 fehérje 
mennyiségét, ezáltal közvetten gátolja más E gének transzkripcióját. 
Eredményeink szerint az ep0 génre (early protein 0; transzaktivátor) 
fejti ki legerősebb gátló hatását. Feltételezzük, hogy az  ep0  gén az 
ie180 génnel együtt szabályozza a gének átíródását. 
8
Rekombináns  vírus  törzsek  alkalmazása  ideg-  és  szívizomsejtek 
funkcionális vizsgálatára
Idegpálya  jelölésre  valamint  különböző  idegen  gének  célba 
juttatására  használt  vírusoknak,  három kritériumnak (specifikus  és 
retrográd terjedés, valamint alacsony citotoxicitás) kell megfelelnie, 
melyeket a vírus genom meghatározott génjeinek kiütésével értünk 
el. Létrehoztunk ún.  Timer  vírusokat,  melyek két különböző érési 
idejű fluoreszcens fehérjét kódolnak. Ezen vírusok segítségével pre- 
és  poszt-szinaptikus  neuronok  elkülönítése  vált  lehetővé.  A 
troponeon expresszáló, ún.  Aktivitás szenzor vírusok  alkalmasnak 
bizonyultak  a  neuronok  működésének  vizsgálatára.  A  kombinált 
vírusok előbbi két vírus tulajdonságait ötvözi, mely a fertőzött sejt 
állapotáról,  elektrofiziológiai  mérések  kivitelezhetőségének 
időintervallumáról  ad  információt.  Aktivitás  szenzort  expresszáló 
vírusok  szívizomsejtek  állapotának  vizsgálatára  is  alkalmas. 
Eredményeink rámutattak, hogy az általunk használt vírusok humán 
embrionális sejtvonalon is alkalmazhatóak. 
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